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ABSTRACT
Objective: To generate mutant lines of smaller size of Pseudotsuga menziesii, by starting from seminal and vegetative 
material exposed to different doses of gamma rays.
Design/methodology/approximation: A completely randomized design was used; seeds and embryos isolated from 
P. menziesii were irradiated with a source of gamma-ray; the LD50 was determined for each tissue type 150 and 18 Gy, 
respectively. A total of 750 explants were irradiated, their growth was evaluated at 60 days, selecting the individuals that 
showed a growth reduction greater than 30%. In order to multiply the in vitro lines, the optimal medium recommended 
for the species was evaluated with the combination of two growth regulators and three concentrations to determine 
which generated the highest number of shoots per explant. The growth was measured and compared to the control by 
the Tukey test at a level of 5% confidence.
Results: It was found that the dose of 12 Gy in vegetative tissues propagated in vitro allows to generate mutations that can 
give rise to mutant lines of interest according to the objective of the selection, which for this study was the reduction of 
growth; three mutant lines were selected and a means to multiply the generated lines was determined.
Limitations of the study/implications: Genetic improvement programs in forest species should be projected in the long 
term; mutagenesis is random, in addition to generating chimeras that can make it difficult to fix the selected character.
Findings/conclusions: The dose of 12 Gy gave rise to three mutant lines with growth reduction greater than 30% in 
relation to the control, and the DCR medium BA 0.25 mg L1+ANA 0.1 mg L1 allowed generating an average of 9.1 shoots 
per explant on average at 60 days.
Keywords: growth reduction, propagation, mini-trees.
RESUMEN
Objetivo: Generar líneas mutantes de menor porte de Pseudotsuga 
menziesii, partiendo material seminal y vegetativo expuesto a 
diferentes dosis de rayos gamma.
Diseño/metodología/aproximación: Se empleó un diseño 
completamente al azar, se irradiaron con una fuente de 
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rayos gamma semillas y embriones aislados de P. menziesii, se deter-
minó la DL50 para cada tipo de tejido 150 y 18 Gy respectivamente. 
Se irradiaron un total de 750 explantes, se evaluó su crecimiento a los 
60 días seleccionando los individuos que mostrara una reducción del 
crecimiento mayor al 30%. Para poder multiplicar las líneas in vitro se 
evaluó el medio óptimo recomendado para la especie con la combi-
nación de dos reguladores de crecimiento y tres concentraciones para 
determinar cuál generaba el mayor número de brotes por explante. El 
crecimiento se midió y se comparó con respecto al testigo por la prue-
ba de Tukey a un nivel del 5% de confianza.
Resultados: Se encontró que la dosis de 12 Gy en tejidos vegetativo 
propagados in vitro permite generar mutaciones que pueden dar 
origen, según el objetivo de la selección a líneas mutantes de interés, 
para este estudio fue la reducción del crecimiento, se lograron 
seleccionar tres líneas mutantes y determinar un medio para multiplicar 
las líneas generadas. 
Limitaciones del estudio/implicaciones: Los programas de 
mejoramiento genético en especies forestales deben ser proyectados a 
largo plazo, las mutagénesis es aleatoria, además de generar quimeras 
que pueden dificultar fijar el carácter seleccionado.
Hallazgos/conclusiones: La dosis de 12 Gy dio origen a tres líneas 
mutantes con reducción del crecimiento mayor al 30% con respecto 
al testigo y el medio DCR BA 0.25 mg L1ANA 0.1 mg L1 permitió 
generar un promedio de 9.1 brotes por explante en promedio a los 
60 d. 
Palabras clave: reducción del crecimiento, propagación, mini-árboles.
INTRODUCCIÓN
El pinabete o Psudotsuga menziesii es una especie económicamente importante en EUA y 
Europa Central, el uso tradicional de esta especie es con fines maderables 
debido a su fuste recto y limpio, por lo que se utiliza para chapado y contra-
chapado y la madera aserrada suele usarse como material de construcción 
(USDA Forest Service, 2017). En México, su explotación maderable es limita-
da debido a que su crecimiento está confinado a laderas de difícil acceso. 
Sin embargo, debido a la suavidad de sus hojas, su color verde-azulado, así 
como su agradable y característico aroma es una de las especies favoritas 
para usarse como árbol de navidad (CONABIO, 2017; Vargas et al., 2004) por 
lo que hay más de 30 productores certificados de Pseudotsuga menziesii 
para comercializarlos con tal fin (CONAFOR, 2017). Dentro de la problemá-
tica de la especie esta el hecho de que las poblaciones actuales del géne-
ro Pseudotsuga son relictos de una distribución antigua de mayor amplitud 
(Farjon, 1990; Debreczy y Rácz, 1995). Sin embargo, debido al cambio de 
uso de suelo boscoso para agricultura y ganadería, a la tala inmoderada, el 
sobrepastoreo del sotobosque, incendios forestales y el ataque de plagas a 
semillas y estróbilos, se ha reducido la superficie originalmente ocupada por 
este taxón.  Por ello, en distintas regiones del país hay problemas para el uso 
y conservación de este recurso (Domínguez-Álvarez, 1994; Pérez-Sánchez, 
1996; Zavala-Chávez y Méndez-Montiel, 1996).
Si bien en el norte del país la rege-
neración natural de Pseudotsuga es 
aceptable (Domínguez et al., 2004), 
lo limitado de su distribución y la 
vulnerabilidad de la especie ameri-
ta estudios y proyectos enfocados 
al aprovechamiento sustentable y 
conservación (Domínguez-Álvarez, 
1994). Los mayores problemas de la 
especie se agudizan en la región sur 
de su distribución, particularmente 
en Hidalgo, Tlaxcala y Oaxaca, Mé-
xico, donde la regeneración natural 
es escasa a consecuencia del bajo 
número de individuos en las pobla-
ciones, lo que promueve la autopo-
linización e infertilidad generando 
alto porcentaje de semillas vanas 
y baja capacidad de germinación 
(Zavala-Chávez y Méndez-Montiel, 
1996).
El cultivo in vitro tiene el potencial 
de multiplicar individuos maduros 
considerados genotipos élite (Villa-
lobos et al., 1983; Thorpe y Harry, 
1991). El uso de técnicas de culti-
vo in vitro para la regeneración de 
especies forestales se ha extendi-
do considerablemente desde que 
se obtuvo la primera plántula de 
Pinus palustris en 1975 (Sommer et 
al., 1975, Aitken-Christie y Thorpe, 
1984; Von Arnold, 1988).  Desde 
entonces, se han generado proto-
colos para la micropropagación de 
más de cien especies de árboles 
forestales, de las cuales una tercera 
parte son gimnospermas, con parti-
cular énfasis en especies del género 
Pinus (Thorpe et al., 1991).
Cuando se decide inducir muta-
génesis en alguna especie vegetal 
(agrícola o forestal), deriva del he-
cho que que se tiene un objetivo 
inicial que puede ser tan amplio 
como solo generar variabilidad den-
tro de poblaciones con alto grado 
de endogamia, o tener fines muy 
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concretos, tales como la resistencia a factores biótico 
(plagas y enfermedades) y abióticos (resistencia a sali-
nidad altas o bajas temperaturas, sequía etcétera), mo-
dificaciones en la estructura y morfología de las plantas 
(formas, tamaño y coloración).
En el sector forestal, la mutagénesis ha sido utilizada 
para el mejoramiento de especies tropicales y coní-
feras. Existe interés particular en modificar la tasa de 
crecimiento, fenología, conformación de los árboles, 
calidad de la producción de madera o de celulosa para 
la industria del papel y desde luego la tolerancia o re-
sistencia a factores que limitan la producción en plan-
taciones comerciales. Por ejemplo, la irradiación con 
rayos gamma de semillas de Acacia nilotica y Prosopis 
juliflora (Fabaceae) generó fenotipos con característi-
cas favorables para la agroforestería: árboles vigorosos 
con tronco simple; troncos largos o cortos; troncos 
gruesos o estrechos; espinas permanentes o caducas; 
formas espinosas o sin espinas y ramas compactas o 
extendidas (Goel y Behl, 2005). 
La exposición de semillas de Pinus wallichiana y Pinus 
kesiya a 100 Gy dió como resultado una reducción de 
50% en la tasa de crecimiento de las plantas compara-
das con las no irradiadas (Thapa, 2004). En P. oocarpa 
se demostró que el uso de la radiación gamma tuvo 
efectos directos en las propiedades físicas de la made-
ra como el crecimiento e incremento o decremento 
de masa (Rezende et al., 1999). Recientemente se ha 
planteado también la utilidad de usar dosis bajas de ra-
diación para promover respuestas fisiológicas, como el 
crecimiento temprano en especies como Abies religio-
sa y Pinus hartwegii (Iglesias et al., 2012). Con base en 
lo anterior, el objetivo fue generar líneas mutantes de 
menor porte de Pseudotsuga menziesii, partiendo ma-
terial seminal y vegetativo expuesto a diferentes dosis 
de rayos gamma.
METODOS Y MATERIALES
Material inicial
Se realizaron los ensayos con semillas de P. menziesii y 
embriones aislados, tanto semillas como embriones, tu-
vieron el mismo origen, procedentes del mismo lote de 
semilla de árboles de la región de Terrenate, estado de 
Tlaxcala, México, y se recolectaron en febreo de 2016. 
En el caso de las semillas el proceso de irradiación fue 
directa y de los embriones pasaron por un proceso de 
manipulación in vitro previo a su exposición a radiación 
gamma. 
Preparación de medios de cultivo usados en 
embriones aislados y para la recuperación y 
multiplicación de material irradiado
Se evaluraron dos medios de cultivo; el primero para el 
establecer e irradiar embriones, que fue el medio Mu-
rashigue y Skoog (MS) (1962), mientras que para la re-
cuperación y multiplicación de ebriones después de ser 
expuestos a radiación gamma se usó el medio DCR con 
la combinación de los siguientes reguladores de creci-
miento BA 0.25, 0.5 mg L1, mT 0.25, 0.5 mg L1 y ANA 
0.1 mg L1, a los medios anteriores se les adicionaron 9 
g L1 de agar y 30 g L1 de sacaros, en todos los casos el 
pH se ajusto a 5.7 y mediante un despachador se depo-
sitaron 10 ml de medio a los tubos de ensayo, los cuales 
después fueron esterilizados.
Tren de desinfección de semillas para aislar embriones
Para la desinfección de las semillas se colocararon en un 
tubo, con tapa con peróxido de hidrógeno al 3% v/v, por 
24 h, transcurrido el tiempo se decantató el peróxido y 
se enjuagaron las semillas en tres veces con agua esté-
ril. Lo siguiente pasos se realizaron en campana de flujo 
laminar. Se agregó nuevamente peroxido de hidrogeno 
3% por 15 min, después decantó el líquido y agregó cloro 
al 20% v/v por 12 min, posteririormente se debe elimino 
el cloro y realizaron cinco enjuagues con agua destila-
da estéril. Las semillas ya deben estar completamente 
desinfectada y listas para continuar con el proceso de 
aislamiento de embriones.
Extracción de ebriones y siembra en medio de cultivo
La siembra se realizó en condiciones asépticas en la 
campana de flujo laminar. El proceso consistió en ex-
traer el embrión de las cubiertas seminales y megagame-
tofito. El aislamiento (o disección de embriones) debe 
realizarse bajo condiciones de estricta asepsia. La semilla 
requiere previamente ser desinfectada. Para poder rea-
lizar el aislamiento correcto de los embriones que se 
debe colocar con su ala hacia arriba, al mantener firme 
la semilla en esta posición se realiza un corte muy super-
ficial y longitudinal, que se permita la libre expulsión del 
embrión, una vez realizado este corte se debe presionar 
desde la parte de atrás de la semilla para que el embrión 
emerga (Figura 3).
DL50 con radiación gamma
Con la finalidad de determinar la DL50 tanto de semillas 
como de embriones aislados se realizó un ensayo con 
diferente dosis de radiación gamma. En el caso de semi-
llas se utilizaron lotes de 100 semillas en tubo de cultivo 
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y una repetición por dosis 0, 25, 50, 75, 10, 150, 250, 300 y 400 Gy, las semi-
llas irradiadas se colocaron en cajas Petri para germinar y se evalúo la tasa de 
germinación cada semana hasta llegar a 10 semanas para obtener el porcen-
taje final. Con respecto a los embriones aislados se utilizaron 25 embriones 
germinados in vitro en cajas petri y tres repeticiónes por dosis 0, 3, 6 ,9, 12, 
15, 18, 21, 24 y 27 Gy posterior a la radiación los embriones se transfirieron a 
medio fresco y se evaluó la supervivencia en 30 d. 
Selección y propagación de líneas mutantes
Una vez que se dermino cual sería la dosis de radiación gamma se irradia-
ron tanto semillas como embriones, usando 150 Gy para semillas, 9 y 12 Gy 
para embrines aislados. El material recuperado después de ser irradiado se 
estableció en un madio base MS, para seleccionar todos aquellos individuos 
que presentaron una disminución de al menos un 25% de su crecimiento, 
y para poder incrementar estas líneas iniciales se uso el mejor medio para 
multiplicación DCR más BA 0.25 mg L1ANA 0.1 mg L1 para incrementar 
las líneas y hacer una evaluación en la V2 propagación vegetativa y comparar 
su crecimiento con respecto a l testigo.
Análisis de datos
Se utilizó un diseño completamente al azar Se realizó un ANOVA y com-
paración de medias de Tuckey (p0.05); estos análisis se realizaron con el 
programa estadístico R, versión 3.4.1.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Medio de cultivo para multiplicación de líneas mutantes
El tratamiento de medio DCR con la combinación de BA 0.25 mg L1ANA 
0.1 mg L1 bndfhtdj mostro en mayor número de brotes generados a las 
diez semanas de 9.0 (Figura 1). Una respuesta positiva, similiar a lo encon-
trados Sommers (1975), con una combinación similar de reguladores, la tasa 
de multiplicación que se obtuvo permitió multiplicar las líneas mutantes para 
evaluar hasta la generación V2 su 
crecimiento. 
DL50 y dosis para irradiar tejidos y 
semillas
El efecto del tratamiento de la ra-
diación gamma conforme a la do-
sis en Grey permitio determinar el 
rango de la DL50 en semillas de 
150 Gy (Figura 1) y en embriones 
aislados de 18 Gy (Figura 2), de esta 
información se establecieron dosis 
para la irradiación masiva de semi-
llas y tejidos in vitro, con fines de 
generar mutantes de interés. Para 
semillas se seleccionó la dosis de 
150 Gy y para embriones aislados 
de 9 y 12 Gy
Selección y crecimiento de líneas 
mutantes
Despues de someter embriones 
aislados a radiación gamma con 
dosis de 9 y 12 Gy se permitio su 
desarrollo hasta los 30 y 60 d, para 
evaluar los ejemplares con un de-
sarrollo menor a 25%, y de todos 
los idividuos (n725), se seleciona-
ron tres provenientes de una dosis 
de 12 Gy que mostraron una dismi-
nución en dicho parámetro, estos 
individuos se multiplicaron hasta la 
V2 para volver a evaluar su creci-
miento (Figura 3), se observó que 
mantenían su patrón las tres líneas 
igual que lo reportado en crisan-
mtemo por Castillo et al. (2015) 
donde se logro reducir el creci-
miento de una línea mutante. La 
línea uno (L1) mostro la reducción 
en crecimiento de más de 60% 
con respecto al testigo, por lo que 
se considera la más prometedora 
para ser utilizada en maceta como 
mini-árbol. 
CONCLUSIONES
Fue posible obtener tres líneas mu-
tantes promisorias a partir de em-
briones aislados con dosis de rayos 
1.1
1.8 1.8
1.4 1.71.6
9
7.9
5.8 5.5
TESTIGO BA 0.25 MG·L-1 + ANA 
0.1 MG·L-1
MT 0.25 MG·L-1 + ANA 
0.1 MG·L-1
BA 0.5 MG·L-1 + ANA 
0.1 MG·L-1
MT 0.5 MG·L-1 + ANA 
0.1 MG·L-1
Generación de brotes a 5 y 10 semanas de P. 
menziesii
5 semanas 10 semanas
Figura 1. Respuesta en la formación de brotes por explante de P. menziesii en cuatro com-
binaciones de reguladores de crecimiento a 5 y 10 semanas.
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Figura 2. Respuesta de germinación de semillas de a diferentes 
dosis de radiación gamma después de 30 días.
Figura 3. Respuesta de supervivencia de embriones aislados de 
a diferentes dosis de radiación gamma después de 30 días.
Figura 4. Cremiento de tres líneas mutantes a 60 diás, con respecto al testigo, medias 
con una letra común no son significativamente diferentes (p0.05).
Figura 5. Semillas P. menziesii para ser irradiadas; A) Semillas de P. menziesii después de ser irradiadas; B) Aislamiento de embriones; 
C) Embrion aislado; D) Embriones irradiados con 12 Gy; E) Formación de nuevos brotes a 30 diás de línea mutante; f) Desarrollo de 
brotes a 60 diás de línea mutante; G).
A B C
D E F G
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gamma de 12 Gy después de su evaluación en la V2, la 
línea 1 mostró el menor crecimiento, se determino que 
la mejor respuesta de generación de brotes de las líneas 
mutantes con un promedio de 9.1 brotes por explante se 
logra con el medio DCR y la combinación de BA 0.25 mg 
L1ANA 0.1 mg L1.
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